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RNAPII: ARN Polimerasa II. 
DMSO: Dimetilsulfóxido. 
RNAPIISer5: ARN Polimerasa II fosforilada en 
Serina 5. 
RNAPIISer2: ARN Polimerasa II fosforilada en 
Serina 2. 
AML: Leucemia Mieloide Aguda. 
TCF7L2: del inglés T-cell factor 7-like 2. 
HSC: del inglés Hematopoietic Stem Cells, 
célula madre hematopoyética. 
LT-HSC: del inglés Long-Term Hemapoietic 
Stem Cell, células madre hematopoyéticas de 
largo plazo. 
AGM: Aorta Gonadal Mesonefros. 
GSK3β: Glicógeno Sintasa Kinasa 3β 
CK1: Caseina Kinasa 1. 
TCF/LEF: del inglés T-cell factor/Lymphoid 
enhancer binding  factor. 
Fz: del inglés Frizzled. 




LPR5/6: del inglés Low-Density Lipoprotein 
Receptor-Related Protein 5/6. 
PBS: Tampón Salino fosfato 
Ser: Serina. 
Thr: Treonina. 
ST-HSC: del inglés Short-Term Hemapoietic 
Stem Cell, células madre hematopoyéticas de 
corto plazo. 
CLP: del inglés Common Lymphoid Progenitor, 
Progenitores comunes linfoides.  
CMP: del inglés Common Myeloid Progenitor, 
Progenitores comunes mieloides.   
MEP: del inglés Megakaryocyte/Erythroid 
Progenitor, Progenitores megacariocito 
/eritroide. 
GMP: del inglés Granulocyte/Macrophage 
Progenitor, Progenitores granulocito 
/macrófago. 
TLE: del inglés Transducin-like enhancer. 
CTD: del inglés C-terminal domain. 




La hematopoyesis es el proceso de formación, desarrollo y maduración de células sanguíneas y es 
regulada por distintas vías de señalización, entre ellas: la vía de señalización Wnt/β-catenina. Sin 
embargo, cuando se producen mutaciones en genes que regulan este proceso se pueden generar 
distintos tipos de cáncer, como la Leucemia Mieloide Aguda (AML). Las translocaciones 
cromosómicas son una característica distintiva de las leucemias y recientemente se ha sugerido 
que las translocaciones cromosomales son producidas en focos de transcripción activa por efectos 
de inestabilidad genómica causados por una sobreactivación de la transcripción o deficiencias en 
la maquinaria encargada de la reparación del ADN. β-catenina es capaz de producir inestabilidad 
genómica, por lo que la activación de la vía Wnt/β-catenina podría estar asociada a la 
reorganización de la maquinaria transcripcional en el núcleo. En esta tesis, se evaluó el efecto de 
la vía de señalización Wnt/β-catenina en la localización, redistribución e  interacción del 
complejo β-catenina/TCF7L2 y focos activos de transcripción caracterizados por la RNA 
Polimerasa II. A través del estudio del patrón de expresión de las proteínas ARN Polimerasa II 
Iniciadora, ARN Polimerasa II Elongadora, TCF7L2 y β-catenina por inmunofluorescencia en 
células KG-1, un modelo de AML, se determinó la localización y redistribución en el núcleo de 
estas proteínas luego de la activación de la vía Wnt/β-catenina con medio condicionado Wnt3a o 
el activador farmacológico CHIR98014 por 4h, a través de la medición del conteo y diámetro de 
estos focos. Nuestros resultados indican que la ARN Polimerasa II Iniciadora y TCF7L2 tienden 
a focalizarse, disminuye el diámetro y número del complejo al activar la vía Wnt/β-catenina. Sin 
embargo, la interacción entre ambas aumenta, dando cuenta de una agregación de los 
componentes de la transcripción en estas células, en respuesta a la activación de la vía de 
señalización. Teniendo en cuenta la interacción y agregación de estos focos de transcripción en 
respuesta a una vía de señalización a tiempos tempranos, nos permitiría dilucidar que estos 
agregados de la maquinaria de transcripción asociados a una alta frecuencia de generación de 
transcrito, produzcan una saturación de sus componentes generando errores que gatillen en 
aberraciones cromosómicas como lo son las translocaciones. Esta investigación nos profundizar 
este problema y buscar generación de mecanismos que eviten la producción de aberraciones 
cromosomales, a través de compuestos que inhiban, bloqueen, o atenúen estas interacciones que 





The hematopoiesis is the process of formation, development and maturation of blood cells and is 
regulated by many signaling pathways, among them: the Wnt/β-catenin signaling pathway. 
However, when mutations are produced in key regulator genes these are capable of generating 
many kind of cancers, like Acute Myeloid Leukemia (AML). Chromosomal translocation is a 
distinctive feature of leukemia and it has been recently suggested that chromosomal translocation 
is produced in foci of active transcription as a consequence of genomic instability caused either 
by transcription overactivation or deficient DNA repair machinery. β-catenin is capable to 
produce genomic instability, thus the activation of the Wnt/ β-catenin signaling pathway could be 
associated to reorganization of transcriptional machinery in the nucleus. On this thesis, we 
studied the Wnt/β-catenin signaling pathway on the interaction and redistribution of the β-
catenin/TCF7L2 complexes and active foci of transcription, characterized by RNA polymerase II. 
Through the study of the expression pattern of the proteins: Initiator RNA polymerase II, 
Elongation form of RNA polymerase II, TCF7L2 and β-catenin by immunofluorescence on KG-1 
cells, an AML model, we determined the localization and redistribution in the nucleus of these 
proteins after induction of the Wnt/β-catenin signaling pathway with Wnt3a conditioned media or 
the pharmacological activator CHIR98014 for 4h. We measured the number and diameter of 
these foci. Our results show that the Initiator form of RNA polymerase II and TCF7L2 tend to 
focus, decrease the diameter and number of theses complexes. However, the interaction between 
both proteins increased, realizing of the aggregation of this components of the transcription on 
this cells, in response to that signaling activation. 
Given the interaction and aggregation of this foci of protein on transcription factories like an 
answer to a signaling pathway activation at early induction of transcription, will help us elucidate 
the role of transcription machinery aggregates associated to a high frequency of transcript 
generation, produced a saturated transcription machinery, generating mistakes leading 
chromosomic aberrations like translocations.  
Result from this investigation allow us to understand the mechanisms to avoid  and solved this 
chromosomic aberrations, through compounds to inhibit, blocked or attenuate this interactions 






La hematopoyesis es el proceso de formación, desarrollo y maduración de las células 
sanguíneas, tales como los glóbulos rojos, los megacariocitos, las células mieloides 
(monocitos/macrófagos y neutrófilos) y los linfocitos (Orkin y Zon, 2008; Crisan y Dzierzak, 
2016). En mamíferos, la hematopoyesis ocurre en distintos órganos durante el desarrollo 
embrionario, trasladándose desde el saco vitelino, la aorta gonadal mesonefros (AGM), y la 
placenta, pasando por el hígado, el bazo, hasta llegar a la médula ósea (Wang y Wagers, 2011; 
Lento et al., 2013). Dos ciclos de hematopoyesis ocurren durante el desarrollo embrionario. El 
primer ciclo, conocido como hematopoyesis primitiva, corresponde a la diferenciación de 
macrófagos primitivos y eritrocitos tempranos desde progenitores en el saco vitelino para ayudar 
en el desarrollo rápido del embrión (Ciau-Uitz et al., 2000). Después de este primer ciclo, ocurre 
la hematopoyesis definitiva, o el proceso de generación de los distintos tipos celulares sanguíneos 
desde una célula madre hematopoyética (HSC) (Lam y Zhang, 2012).  
 
Las células sanguíneas maduras suelen tener una vida muy corta, por lo que las células 
madres son requeridas a lo largo de la vida para reponer múltiples linajes de progenitores y 
precursores comprometidos a linajes hematopoyéticos individuales (Orkin y Zon, 2008). Al 
respecto, es posible identificar dos tipos de HSCs: células madre hematopoyéticas de largo plazo 
(LT-HSC; long-term hemapoietic stem cell), las cuales son encargadas de la mantención del 
nicho hematopoyético y capaces de auto-renovación (producción adicional de HSCs) que residen 
en la médula ósea de mamíferos  adultos (Orkin, 2000), y las células madre hematopoyéticas de 
corto plazo (ST-HSC; short-term hemapoietic stem cell) que se encuentran por encima de una 
jerarquía de progenitores que llegarán progresivamente a ser restringidos a un sólo linaje 
(Passegué et al., 2005; Huang et al., 2016). Como se observa en la Figura 1, los progenitores ST-
HSC proveen de precursores dedicados a la diferenciación y producción de un sólo linaje de 
células sanguíneas maduras. De este modo, tenemos 2 grandes derivados celulares: Progenitores 
comunes linfoides (CLP; common lymphoid progenitor), que se comprometerán a precursores 
que darán origen a Linfocitos B y Linfocitos T; y Progenitores comunes mieloides (CMP; 
common myeloid progenitor), del que adicionalmente se desprenden: los progenitores 




Figura 1. Esquema de la diferenciación celular en hematopoyesis. Estado de diferenciación de las células 
sanguíneas y factores de transcripción necesarios para cada linaje hematopoyético. Abreviaciones: LT-HSC, células 
madre hematopoyéticas a largo plazo (long-term hemapoietic stem cell); ST-HSC, células madre hemapotoyeticas a 
corto plazo (short-term hemapoietic stem cell); CMP, Progenitor común  mieloide (common myeloid progenitor); 
CLP, progenitor común linfoide (common lymphoid progenitor); MEP, progenitor megacariocito/eritroide 
(megakaryocyte/erythroid progenitor); GMP, progenitor granulocito/macrófago (granulocyte/macrophage 






megacariocitos y glóbulos rojos; y los progenitores granulocito/macrófago  (GMP 
granulocyte/macrophage  progenitor)  que  darán  origen  a  los mastocitos, eosinófilos, 
neutrófilos y monocitos/macrófagos (Orkin y Zon, 2008; Sankaran y Orkin, 2013). 
 
Para que ocurra la diferenciación hematopoyética es necesario que los precursores 
comiencen a expresar genes específicos, los cuales son regulados por distintas vías de 
señalización, entre ellas: las vías de señalización Wnt/β-catenina y Notch-Delta (Reya et al., 
2003; Famili et al., 2015), los que las dirigen hasta cada linaje específico. Dichos genes 
específicos representan principalmente factores de transcripción que en distintos niveles van 
comprometiendo a la célula a estos linajes (Burns et al., 2005). Entre los principales factores de 
transcripción que participan en esta diferenciación se encuentran los productos de los genes 
RUNX1, PU.1,  GATA-1, GATA-2, y GATA-3 (Figura 1; Orkin y Zon, 2008). RUNX1 tiene una 
función esencial en la especificación de las HSCs definitivas, sin embargo, se encuentra 
comúnmente mutado en enfermedades asociadas con hematopoyesis alterada (De Braekeleer et 
al., 2009). Además, es el gen que tiene el mayor número de translocaciones cromosomales 
encontradas en leucemia aguda (De Braekeleer et al., 2009; Lam y Zhang, 2012). 
 
3.2. Leucemia Mieloide Aguda 
La Leucemia Mieloide Aguda (AML, del inglés Acute Myeloid Leukemia) es una neoplasia 
agresiva caracterizada por un bloqueo en la diferenciación mieloide producto de la  proliferación 
descontrolada de progenitores mieloides anormales que se acumulan en la médula ósea y la 
sangre (Grove y Vassiliou, 2014). Estadísticas de la Sociedad Americana del Cáncer en Estados 
Unidos para el año 2017 estiman que los nuevos casos de AML son alrededor de 21.380 
individuos de ambos sexos, de los cuales se espera 10.590 muertes, superando a los otros tipos de 
leucemia (Cancer Fact & Figures 2017). 
Las translocaciones cromosómicas son una característica distintiva de las leucemias. Se ha 
sugerido que estas translocaciones son un evento temprano clave, que podría ocurrir en las HSCs 
o en los progenitores hematopoyéticos (Mori et al, 2002). Estos clones podrían evolucionar 
adquiriendo mutaciones secundarias y culminando en la generación de las leucemias  (Jan et al., 
2012). A pesar de la importancia en la generación de las leucemias y otros tipos de cáncer, los 
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mecanismos de cómo se producen las translocaciones in vivo están lejos de ser comprendidos. Su 
naturaleza no azarosa y frecuentemente asociada a un tipo específico de leucemias, sugiere que 
un mecanismo fundamentalmente regulado está involucrado en su formación (Zhang y Rowley, 
2006). 
 La tanslocación t(8:21) fue la primera anormalidad citogenética descubierta en AML 
(Reikvam et al., 2011). Dicha translocación se encuentra aproximadamente en el 5-10% de todos 
los casos de AML y en el 10-22% de los casos de AML con maduración correspondiente a clase 
M2, según la clasificación Franco Américo Británica basada en el tipo de leucemia y su grado de 
madurez (Klaus et al., 2004). La incidencia de AML con anormalidades citogenéticas disminuye 
con la edad, siendo más común en niños y jóvenes, es así que aproximadamente el 10-20% de los 
niños con AML posee esta translocación (Reikvam et al., 2011). La translocación fusiona al gen 
RUNX1 (también llamado AML1) en el cromosoma 21 con el gen RUNX1T1 (o ETO) en el 
cromosoma 8 (Reikvam et al., 2011). La fusión de RUNX1 a RUNX1T1 (Figura 2), 
generalmente ocurre en el intrón 5-6 de RUNX1, el cual se fusiona con el intrón 1b-2 de 
RUNX1T1 (Erickson et al., 1992; Peterson et al., 2007).  
RUNX1 es un factor de transcripción que es esencial para la diferenciación 
hematopoyética. RUNX1 se une a enhancers y promotores a través de su dominio amino-
terminal Runt (Kanno et al., 1998). Dicho dominio también está presente en la proteína de fusión 
RUNX1-RUNX1T1, por lo que esta quimera reconoce y se une a los promotores de genes blanco 
de RUNX1 (Reikvam et al., 2011). Sin embargo, aunque la proteína de fusión tiene similitudes 
vinculantes con RUNX1, esto causa una transcripción alterada, además de cambiar la 
localización sub-nuclear del factor de transcripción RUNX1 normal (Dowdy et al., 2009). Lo 
anterior potencia la proliferación de células mieloides y bloquea la diferenciación, y de este modo 
contribuyen a la AML (Zaidi et al., 2009). La proteína RUNX1T1 conocida como CBFA2T 
(Core-Binding Factor Subunit Alpha-2) es también una proteína nuclear y funciona como un 
represor transcripcional a través de su unión a proteínas histona deacetilasas y factores de 
transcripción (Hug y Lazar, 2004; Zaidi et al., 2009). Por lo que el resultado final de la proteína 
















Figura 2. Estructura genómica de la anomalía cromosómica t(8;21). (A) Las agrupaciones de puntos de quiebre 
están denotadas por líneas que se cruzan entre ETO (RUNX1T1) y AML1 (RUNX1). Los cuadros blancos y cuadros 
negros indican secuencias de exones que se traducen y no se traducen respectivamente. Los números subrayados en 
el ARNm de  AML1-ETO (RUNX1-RUNX1T1) describen los exones contribuidos por el gen ETO. (B) Esquema de 
la proteína quimérica RUNX1-RUNX1T1. Se representan los dominios aportados por RUNX1 (dominio N-terminal 
runt) y RUNX1T1 (4 dominios nervy) en la  proteína quimérica, y algunas de sus proteínas de interacción (extraído 








2005). Por ejemplo, la proteína de fusión regula negativamente la expresión de la enzima de 
reparación de ADN, 8-oxoguanina ADN glicosilasa (OGG1), lo que permite anormalidades 
citogenéticas adicionales requeridas para el desarrollo de AML (Liddiard et al., 2010). De 
acuerdo a esto, se ha descrito que la proteína de fusión RUNX1-RUNX1T1 por sí misma no es 
suficiente para desarrollar Leucemia, sino que mutaciones adicionales son necesarias para 
producir la enfermedad (Reikvam et al., 2011). 
 
3.3. Vía de señalización Wnt/β-catenina 
La familia de proteínas Wnt son glicoproteínas secretadas altamente conservadas,  las que 
cumplen funciones esenciales en el desarrollo de múltiples organismos y homeostasis de varios 
tejidos (MacDonald et al., 2009, Clevers et al., 2014). Los productos de los genes de la vía Wnt 
se han relacionado a diversos fenómenos biológicos tales como la proliferación de progenitores, 
la determinación del destino celular, el establecimiento de ejes dorsales del embrión y el control 
de la división celular (Moon et al., 2004; Mizumoto y Sawa, 2007; MacDonald et al., 2009; 
Zhang et al., 2017), actuando transversalmente en diversas especies desde C. elegans, hasta el 
ratón y el humano (Moon et al., 2004; Nayak et al., 2016). Existen 3 vías de señalización Wnt: la 
Vía Wnt/calcio, la Vía Wnt polarización celular planar y la Vía canónica Wnt/β-catenina (Moon 
et al., 2004). Ésta última es la que toma nuestro mayor interés, debido a su función reguladora en 
el control de la hematopoyesis. 
La vía canónica de señalización Wnt/β-catenina se encuentra altamente regulada en la 
célula pudiendo encontrarse en los estados inactivo (o apagado) o activo, dependiendo de la 
ausencia o presencia del ligando Wnt, respectivamente (Figura 3). En estado apagado (Figura 
3A), la proteína de andamiaje Axina usa dominios separados para interactuar con la enzima 
Glicógeno Sintasa Kinasa 3 β (GSK3β), y Caseina Kinasa 1 α (CK1α), además de Adenomatous 
Poliposis Coli (APC) y β-catenina. El ensamble de este complejo coordina la fosforilación 
secuencial de β-catenina en la Ser45 por CK1α, y luego en la Thr41, Ser37 y Ser33 por GSK3β 
(Kimelman y Xu, 2006). La fosforilación de β-catenina en la Ser33 y Ser37 crea un sitio de 
afinidad para la Ubiquitina E3 ligasa β-Trcp, permitiendo la ubiquitinación de ésta y subsecuente 









Figura 3. Esquema de la vía canónica de señalización Wnt/β-catenina. (A) Vía apagada, β-catenina es reclutada 
por el complejo de destrucción conformado por las proteínas de andamiaje Axina y APC, a continuación es 
fosforilada por CK1α y GSK3β, y luego ubiquitanizada por β-Trcp y degradada vía proteosoma. (B) Vía activa, el 
ligando Wnt se une al receptor Fz y al co-receptor LRP5/6, el complejo destructor es reclutado a la membrana, 
liberando a β-catenina, acumulándose en el citoplasma, para posteriormente translocar al núcleo para unirse a co-








encuentran reprimidos, ya que los factores de transcripción que responden a β-catenina: T-cell 
factor/Lymphoid enhancer factor (TCF/LEF), se encuentran unidos al co-represor Groucho/TLE 
(Moon et al., 2004; MacDonald et al., 2009). En estado activo (Figura 3B), el ligando Wnt se une 
al receptor Frizzled (Fz) y a su co-receptor Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 
5/6 (LPR5/6) (He et al., 2004), lo que permite que la fosfoproteína Dishevelled (Dvl) sea 
reclutada por Fz a la membrana. Lo anterior provoca la hiperfosforilación de LPR5/6 en conjunto 
con CK1γ y GSK3β, confiriéndole alta afinidad por Axina, secuestrando el complejo de 
destrucción a la membrana. De este modo, β-catenina se estabiliza en el citoplasma, se acumula, 
y transloca al núcleo, dónde se une a factores de transcripción de la familia TCF/LEF-1 los cuales 
son capaces de provocar la expresión de genes blanco. Los genes blanco de la vía Wnt/β-catenina 
poseen múltiples elementos de unión a TCF/LEF (del inglés TCF/LEF-binding elements; TBE), 
caracterizados por poseer la secuencia consenso 5’-CTTTG (A/T)(A/T)-3’, río arriba o río abajo 
del sitio de inicio de la transcripción (Hallikas et al., 2006). 
Se ha descrito que mutaciones en genes blancos o en componentes de la vía de señalización 
Wnt, conducen a defectos específicos del desarrollo, junto a muchas enfermedades incluyendo 
distintos tipos de cáncer, entre ellos la Leucemia (Luis et al., 2012; Staal et al., 2016). Por 
ejemplo, el tratamiento de HSC con proteína purificada Wnt3a, previo al transplante en la médula 
ósea de ratones irradiados, produce un incremento modesto en el número de células, sugiriendo 
que la activación de la vía permite un incremento en la proliferación de las HSCs (Reya et al., 
2003). Así también, se ha demostrado que la vía de señalización Wnt/β-catenina regula la 
hematopoyesis de manera dosis dependiente al generar líneas transgénicas de ratón con diferentes 
mutaciones en el gen APC, estableciendo un gradiente de activación (Luis et al., 2011). De esta 
manera, niveles bajos de actividad de la vía promueve auto-renovación de las HSCs, al aumentar 
levemente la vía se pierde la actividad de auto-renovación y se promueve la diferenciación 
mieloide de estas células. Al aumentar más esta actividad se promueve la diferenciación linfoide 
y al aumentar excesivamente la actividad de la vía se pierde totalmente la capacidad de auto-
renovación y diferenciación de las HSCs (Luis et al., 2011). La estabilización sostenida de β-
catenina conduce a anemia, posiblemente por agotamiento de las células madres como una 
consecuencia de la prolongada señalización Wnt (Kirstetter et al., 2006; Scheller et al., 2006). Lo 
anterior provoca un desbalance de la proliferación (Kirstetter et al., 2006), un bloqueo de la 
diferenciación linfoide (Kirstetter et al., 2006; Famili et al., 2015) y un arresto de progenitores 
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mieloides (Scheller et al., 2006), por lo que también es necesaria la degradación de β-catenina, de 
manera de controlar estos efectos. 
3.4. Focos activos de transcripción 
La transcripción en eucariontes es regulada por un gran número de proteínas que van desde 
reguladores de cromatina y la maquinaria general de la transcripción, hasta factores de unión 
específicos a secuencias de ADN (Li et al., 2007). Dependiendo de las necesidades de la célula, 
su función es expresar un subconjunto de genes por una compleja interacción de señales 
medioambientales (Venters y Pugh, 2009). Eucariontes superiores han desarrollado mecanismos 
específicos para controlar el rango de la transcripción de genes (Orphanides y Reinberg, 2002). 
El punto final de muchas cascadas de transducción de señales es la activación de proteínas de 
regulación transcripcional que se unen a secuencias cortas de ADN, las cuales se encuentran 
principalmente en promotores y regiones reguladoras, permitiendo a cada gen responder a 
múltiples vías de señalización y facilitando el ajuste de los niveles de transcrito (Orphanides y 
Reinberg, 2002). 
 La transcripción en el núcleo es altamente compartimentalizada, existen 3 distintas ARN 
Polimerasas en los núcleos de células eucariontes: ARN Polimerasa I, II y III (RNAPI, II y III) 
(Razin et al., 2011). Los genes ribosomales son procesados en el nucléolo en dónde la RNAPI y 
sus co-factores están organizados en densos centros fibrilares (Hozák et al., 1994). La regulación 
transcripcional de la expresión de genes codificantes para proteínas es mediada por la RNAPII, 
mientras que la RNAPIII se especializa en la transcripción de  ARN no codificante (ncRNA), 
ARN de transferencia (tRNA), ARN nuclear pequeño (snRNA) y microARN (Turowski & 
Tollervey, 2016). 
Existen 2 posturas respecto a  lo que ocurre en las células durante la transcripción respecto 
a la RNAPII (Deng et al., 2013). En primer lugar, opiniones tradicionales se basan en la difusión 
libre de factores de transcripción y de la RNAP, que se reclutan en el promotor de los genes, 
proceso que ocurre simultánea y aleatoriamente en toda la célula (Jackson et al., 1993). Por otro 
lado, se ha descrito que la transcripción ocurriría en lugares definidos, sub-territorios nucleares 
donde se acumularía la RNAPII (Iborra et al., 1996). Los primeros estudios visualizaron los sitios 
en donde ocurría la transcripción, mediante inmunofluorescencia indirecta o a través de la 
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microinyección de células con precursores de ribonucleósidos halogenados (Jackson et al., 1993; 
Wansink et al., 1993). Estos estudios revelaron que transcritos nacientes no estaban igualmente 
distribuidos a través del nucleoplasma, sino que la transcripción ocurría en un número limitado 
de sitios discretos o focos que fueron sensibles a inhibidores transcripcionales como α-amanitina 
y actinomicina D. El número total de sitios pareció ser varias veces más bajo que el número de 
unidades transcripcionales activas, sugiriendo que cada sitio contenía múltiples genes (Jackson et 
al., 1998; Chakalova y Frasier, 2010), razón por la cual estos focos fueron denominados 
Transcription Factories. 
Mediante la evaluación de la dinámica de la RNAPII en células vivas, a través de ensayos 
FLIP (Fluorescence Loss In Photobleaching) y FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching), basados en la pérdida y recuperación de fluorescencia durante y después de 
fotoblanqueo, respectivamente, se descubrió que había 2 poblaciones de RNAPII: las que se 
encontraban en libre difusión (75-80%) y  aquellas que estaban transcripcionalmente ocupadas 
(20-25%) y con relativa inmovilización (Kimura et al., 2002; Hieda et al., 2005). Estos estudios 
mostraron que la RNAPII, como otros componentes de las factories, se somete a un intercambio 
y difusión de componentes continuo, pero relativamente bajo y que la composición de las 
factories en si misma debe ser más estable.  
Típicamente cientos de transcription factories del tipo RNAPII están distribuidas en forma 
bastante pareja a través del núcleo, aunque su número puede variar dependiendo del tipo de 
célula (Osborne et al., 2004). El tamaño de estas factories va entre 40-200 nm de diámetro. Es así 
que genes distantes pero transcripcionalmente activos, pueden compartir un mismo foco de 
RNAPII, sugiriendo una migración hacia compartimentos funcionales en el núcleo (Osborne et 
al., 2004). Las transcription factories son representadas por la RNAPII forforilada en la Ser5 del 
dominio carboxilo-terminal (RNAPII-Ser5-P), forma iniciadora de la transcripción. El dominio 
CTD (del inglés C-terminal domain) es altamente fosforilado in vivo, se caracteriza por el  
heptapéptido Y1S2P3T4S5P6S7 que posee desde 27 a 52 repeticiones (Corden 1990; Millhouse y 
Manley, 2005). Al respecto podemos hablar de un código que especifica el ciclo de actividad de 
la RNAPII de acuerdo a la posición en que ocurren están fosforilaciones: RNAPII Iniciadora, 
fosforilada en la Serina 5 en este heptapéptido, o RNAPII Elongadora, fosforilada en la Serina 2 
(Buratowski, 2003). Experimentos realizados inhibiendo de forma global y específica la 
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transcripción, con un shock térmico de 45°C y DRB, un inhibidor especifico de la elongación que 
afecta a la kinasa encargada de fosforilar la Ser2 del dominio CTD (Mitchell y Fraser, 2008), 
respectivamente, muestran que los genes desocupan las transcription factories, pero estos focos 
de RNAPII-Ser5-P están aún presentes después de 30 min (Mitchell y Fraser, 2008). Estos 
resultados sugieren que las factories no son simples agregados de RNAPII en genes activos, sino 
que parecen ser un genuino compartimento nuclear.  
Las proteínas componentes de las factories han sido bien caracterizadas, e incluyen 
múltiples factores relacionados a transcripción y procesamiento de ARN, tales como: TFII-I, 
TFIIH, CTCF, Splicing factor1, SWI/SNF-related matrix associated actin-depedent regulator, 
Spliceosomal Protein SAP 155, UA2F, entre otros (Melnik, et al., 2011). Al analizar los 
componentes de las factories asociadas a cada subtipo de polimerasa (RNAPI, II o III) se 
encontró que algunos factores eran comunes y que otros diferían, dependiendo del territorio 
funcional de cada RNAP (Osborne, 2014). 
3.5. Translocaciones cromosomales asociadas a focos activos de transcipción 
Las células cancerígenas poseen re-arreglos cromosomales específicos a la enfermedad. Se 
ha detectado que MYC, BLC e IGH, genes translocados recurrentemente en linfomas de linfocitos 
B, se posicionan preferencialmente en proximidad espacial relativa uno del otro en linfocitos B 
normales (Roix et al., 2003). Osborne et al. (2007) demostró, mediante hibridación fluorescente 
in situ de ARN (RNA-FISH) en linfocitos B, que la activación transcripcional de los genes MYC 
e IGH, los compañeros de translocación más frecuentes en plasmacitoma y linfoma de Burkitt 
(Hecht y Aster, 2000), involucra una rápida re-localización de aquellos genes hacia transcription 
factories pre-ensambladas (Osborne et al., 2007). Por otro lado, en ratones que son doble 
deficientes en NHEJ y P53, componentes importantes de la maquinaria de reparación del ADN, 
se ha descrito la generación de las translocaciones IGH/MYC y TCRA/MYC (Difilippantonio et 
al., 2002; Zhu et al., 2002). TCRA/MYC también se ha observado en timocitos de ratones que 
presentan la activación sostenida de β-catenina, lo cual a su vez sugiere eventos de inestabilidad 
genómica (Dose et al., 2013), y que la organización de la translocación TCRA/MYC en células T 
es reminiscente a la translocación IGH/MYC en los linfomas Burkitt humanos y linfomas de 
células B (Dose et al., 2013). Lo anterior indica la posibilidad de que tales translocaciones 
compartan una similar etiología. Además, proporcionan una única perspectiva del por qué los 
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niveles de  β-catenina deben ser controlados estrechamente durante el desarrollo (Dose et al., 
2013). En este contexto se ha demostrado que al inducir la vía Wnt, se activa la acetilación de 
regiones cercanas al promotor mediante la unión del complejo β-catenina/TCF a CBP/p300, lo 
que permite la activación de genes en los elementos de unión a TCF (Hecht et al., 2000; Parker et 
al., 2008). Adicionalmente, se mostró que la subunidad MED12 de Mediator, un complejo 
presente en el inicio de la transcripción interactúa con β-catenina, y que esta interacción permite 
la transducción de la señal de la vía Wnt/β-catenina (Kim et al., 2006). Ambos antecedentes, la 
asociación de β-catenina/TCF a proteínas involucradas en el complejo de Pre-iniciación de la 
transcripción (PIC) tales como CBP y p300, así como la transducción de la señal mediada por 
Mediator en el inicio de la transcripción, podrían sugerir un acoplamiento de β-catenina a estas 
transcription factories. De acuerdo a lo dicho anteriormente, asociado a la re-localización de IGH 
y MYC a transcription factories y a la generación de translocaciones por efecto de inestabilidad 
genómica, existiría una cierta probabilidad por la cual las translocaciones ocurren entre genes que 
presentan un cierto acercamiento en respuesta a un mismo mecanismo o vía de señalización. De 
este modo, el agrupamiento de genes en transcription factories pudiese tener consecuencias en la 
estabilidad del genoma e incrementar la susceptibilidad a translocaciones cromosomales 
recurrentes que finalmente conducen al cáncer (Osborne, 2014). Un antecedente de lo anterior, es 
que Ku70/80, un complejo que inicia la reparación de rupturas en la doble hebra de ADN (DSB, 
del inglés Double-Strand DNA Break), está altamente enriquecido en transcription factories (Mo 
y Dynan, 2002; Cowell et al., 2012). Como consecuencia, la perturbación de factores claves de la 
maquinaria de reparación de quiebres en el ADN  desacopla el correcto emparejamiento de los 
DSB, evento que  ha sido indicado como causa donde 2 genes en cromosomas diferentes pueden 
fusionarse, ya que es necesario un pre-posicionamiento entre ambas hebras (Roukos et al., 2013). 
TCF7 es un importante regulador del cambio de auto-renovación y diferenciación de las células 
de linaje hematopoyético (Wu et al., 2012). Se ha identificado que existe una conversación 
cruzada entre el reconocimiento de daño en el DNA y la vía de señalización Wnt/β-catenina, 
mediante una competencia entre Ku70, PARP-1 y β-catenina por TCF4 (TCF7L2), en que el 
reclutamiento de Ku70/PARP-1 con TCF4 inhibe su interacción con β-catenina, así como la 
expresión de genes blanco de TCF4 (Idogawa et al., 2007). Estudios recientes realizados por 
nuestro laboratorio, han mostrado que los genes RUNX1 y ETO, protagonistas de la translocación 
t(8:21), son blancos transcripcionales de la vía de señalización Wnt/β-catenina en células 
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progenitoras hematopoyéticas CD34+ (Ugarte et al., 2015; Medina et al., 2016). En dicho estudio, 
se observó que al inducir la vía con proteína purificada Wnt3a, la proteína efectora β-catenina, se 
encuentra co-localizando con la RNAPII, componente esencial de  las transcription factories 
(Figura 4A-B). Asímismo, concomitante al aumento de la expresión de los genes RUNX1 y ETO 
a las 4 h de incubación, se observa una aproximación espacial de los transcritos primarios 
nascientes analizados por RNA-FISH (Figura 4C), al igual que mediante DNA-FISH (Figura 
4D). Además, al activar la vía Wnt/β-catenina en estos progenitores se produce la translocación 
RUNX1/ETO a las 48h (Figura 4E), sugiriendo una asociación entre la ocurrencia de la 
proximidad observada entre estos genes cuando ocurre la transcripción y la translocación. Lo que 
podría dar luces que un mecanismo temprano durante la transcripción sería la razón por la cual 






Figura 4. Wnt3a induce proximidad espacial y translocación de  RUNX1 y RUNX1T1 (ETO) en progenitores 
hematopoyéticos humanos. A. Localizacion de β-catenina en ARN Polimerasa II activa (RNAPII-Ser5P) en células 
CD34+ incubadas bajo condiciones controles o en presencia de Wnt3a (200 ng/mL; 4 h). B. Superficie renderizada de 
células CD34+ mostrando la co-localizacion de β-catenina y RNAPII-Ser5P. C. Imágenes representativas de 
experimentos de RNA-FISH en células CD34+  tratadas por 4h con 200 ng/mL de Wnt3a. Alelos  RUNX1 en rojo y 
alelos ETO en verde. D. Imágenes representativas de experimentos de DNA-FISH en células CD34+ control y 
tratadas con Wnt3a. Gráfico de dispersión mostrando las distancias entre los alelos RUNX1 y ETO en células 
tratadas por 4 y 48 horas. E. Diagrama representando la translocación RUNX1-ETO y su detección en células CD34+ 




• Genes que translocan comúnmente, como MYC e IGH están asociados a mismos focos de 
transcripción activa (transcription factories).  
•  La sobreactivación de la vía de señalización Wnt/β-catenina está asociada a inestabilidad 
genómica, al igual cuando se carece de maquinaria de reparación como p53 o NHEJ, capaz de 
generar translocaciones. 
• La vía de señalización Wnt/β-catenina induce la proximidad espacial entre los genes RUNX1 y 
ETO, además de la generación de la translocación RUNX1-ETO. 
De este modo, para el estudio de la Leucemia Mieloide Aguda es importante saber qué está 
ocurriendo a tiempos tempranos con el microambiente organizacional de la maquinaria 
transcripcional asociados a la vía de señalización Wnt/β-catenina, que nos permitan dilucidar las 
















Existe una redistribución nuclear e interacción de ARN Polimerasa II y TCF7L2 debido a una 




5.1 Objetivo General 
Determinar el efecto de la vía de señalización Wnt/β-catenina en la localización, distribución e 
interacción de ARN Polimerasa II, β-catenina y TCF7L2. 
 
5.2 Objetivos Específicos 
1. Determinar la localización y distribución de ARN Polimerasa II, β-catenina y TCF7L2 al 
activar la vía Wnt/β-catenina. 












6. Materiales y Métodos 
6.1 Líneas celulares y condiciones de cultivo 
El modelo de estudio está dado por la línea celular KG-1, obtenida por Koeffer y Golde a través 
de un aspirado de médula ósea desde un varón de raza blanca de 59 años de edad, con 
eritroleucemia que se transformó en Leucemia Mielógena Aguda (Koeffer y Golde, 1978). Junto 
a lo anterior se utilizó células L que producen y secretan Wnt3a (ATCC; Rockville, MD). Las 
células KG-1 fueron cultivadas en medio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) con 
20% de suero fetal de bovino (Gibco). Las células L fueron crecidas en DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium) con 10% de suero fetal bovino. Los medios de cultivo fueron 
suplementados con 1% de penicilina-estreptomicina (Invitrogen), y fueron mantenidas bajo 
condiciones estándares a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2.  
6.2 Activación de la vía Wnt/β-catenina 
Células L control y células L-Wnt3a (que poseen un vector estable que contiene el gen de la 
proteína a Wnt3a, y la secreta al medio) fueron sembradas con un 20% de confluencia. Al cabo 
de 4 días se retiró un primer lote de medio condicionado, y se suplementó medio nuevo; luego de 
3 días retiró el segundo lote de medio condicionado cuando las células alcanzaron el 100% de 
confluencia). La vía Wnt/β-catenina se activó utilizando 500.000 células KG-1 en placas de 
35mm mediante incubación con 40% de medio condicionado Wnt3a (Wnt3a MC), según 
protocolo descrito anteriormente (Ávila et al., 2010). Se utilizó también, 2µM del activador 
farmacológico CHIR98014, inhibidor específico de GSK3β, parte de complejo de destrucción y 
responsable de la fosforilación para posterior degradación de β-catenina vía proteosoma (Naujok 
et al., 2014). Como control, las células fueron incubadas con medio condicionado control 
(Control MC), que corresponde al medio obtenido de células L que no producen Wnt3a, y 
DMSO, que corresponde al solvente en el que se encuentra disuelto CHIR98014 (Sigma). Las 
incubaciones se realizaron por 4 h, ya que previamente determinamos mediante 
inmunofluorescencia que en estas células es el tiempo que se requiere para observar claramente, 





Se colectó las células KG-1 por centrifugación posterior a la incubación, y se resuspendió en PBS 
1X, y se sembró en covers de vidrio utilizando la centrífuga Cytospin (Hanil Science Industrial 
Co., Ltda) a 800 rpm por 5 min. Se fijó las células con 4% Formaldehído (Winkler), 5% Ácido 
Acético Glaciar (Merck), 0.15 M NaCl (Invitrogen) por 18 min y se permeabilizó con 0.5% 
Triton X-100 (Merck) por 20 min. El bloqueo se realizó con 1% BSA (Merck) en PBS 1X. Los 
anticuerpos primarios utilizados fueron anti-RNAPII CTD4H8 (Iniciadora) mouse (sc-47701), 
anti-β-catenina rabbit (sc-7199), anti-β-catenina mouse (sc-7963), anti-TCF-4/TCF7L2 goat (sc-
8631) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y anti-RNAPII CTD YSPTSPS Ser2-P 
(Elongadora) rabbit (ab5095) (Abcam, MA, USA), e incubados en una dilución 1:100 a 4°C 
durante toda la noche. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: Alexa Fluor-488 anti-goat, 
Alexa Fluor-555 anti-mouse y Alexa Fluor-647 anti-rabbit (Molecular Probes) para detectar las 
respectivas combinaciones de anticuerpo primario. Estos anticuerpos fueron incubados en una 
dilución 1:200 durante 1 h a 37°C. Luego se realizó 3 lavados con PBS 1X y se tiñó con DAPI 
(20µg/mL). A continuación estos fueron montados con Fluoromont G (Electron Microscopy 
Sciences) y sellados con esmalte de uña.  
6.4 Adquisición y procesamiento de las imágenes 
La adquisición de las imágenes se realizó en el microscopio confocal Leica con un aumento 
óptico de 63X y un zoom digital de 2X. Las imágenes fueron adquiridas con 5 secciones del eje Z  
con 300nm entre secciones y guardadas en formato LIF de 8-bit, con una resolución de 1024 
x1024 pixeles. Éstas fueron deconvolucionadas para reducir la borrosidad y el ruido usando un 
PSF (Point Spread Function) para cada canal utilizando el programa ImageJ (NIH, 
https://imagej.nih.gov/ij/). Para medir el número y diámetro de la señal de cada proteína, se fijó 
un umbral utilizando el plano medio de la célula, de acuerdo a la intensidad por cada canal, para 
lograr mayor definición y evitar la saturación de los spot. El umbral fue el mismo entre las 
condiciones con la vía activa e inactiva, y se utilizó como base sólo los spots presentes en el 
núcleo definidos por la intensidad del DAPI. Se utilizó la herramienta Analize Particles de 
ImageJ, los parámetros fueron: Tamaño (pixeles2), contando los tamaños de 1 al infinito, 
considerando 1 pixel2 como un cuadrado de 85,25x85,25 nm; y Circularidad, siendo 0 menos 
estricto y 1 más estricto, se usó la menor estrictez. Los resultados obtenidos entregan una tabla 
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con el tamaño de cada spot detectado en cada célula (núcleo) analizada, y un tamaño promedio 
por célula. El valor de tamaño en pixeles2 fue convertido a diámetro en nm.  
En el caso de las co-localizaciones de las señales, se utilizó el programa Imaris 7.2.3 (Bitplane) 
con su herramienta Coloc (Costes et al., 2004), lo que permitió analizar el grado de co-
localización mediante el coeficiente de Pearson y Mander. También crear un canal de acuerdo a 
la co-localización de 2 proteínas según su canal, con un umbral dependiendo de la intensidad de 
las señales para cada uno. 
6.5 Co-inmunoprecipitación de proteínas 
Se incubó 50mL de las células KG-1 a una dilución de 500.000 células/mL  en frascos de cultivo 
T-75 con 2µM del activador farmacológico CHIR98014 por 4 h, luego estas fueron concentradas 
por centrifugación a 2000rpm por 5 min en PBS1X con un cocktail de inhibidor de proteasas 
(Roche). A continuación fueron incubadas con 5 volúmenes de Buffer A (10mM Hepes pH 7.9, 
1.5mM MgCl2, 10mM KCl) para romper la membrana citoplasmática, y centrifugadas a 3000rpm 
por 15 min. Posteriormente, se guardó  el sobrenadante y el pellet (los núcleos) fue incubado con 
2 volúmenes de Buffer C (20mM Hepes pH 7.8, 420mM NaCl, 1,5mM MgCl2, 0.2mM EDTA, 
25% Glicerol, 1mM DTT) suplementado con Inhibidor de Proteasas 10X y los inhibidores de 
fosfatasas: 10mM Na3VO4 (Sigma) y 50mM NaF (Merck) e incubados por 45 min a 4°C. 
Finalmente, estos fueron centrifugados a 13500 rpm por 15 min para posteriormente cuantificar 
por el método de Bradford (Bradford, 1976). 
Los extractos nucleares fueron normalizados para comprobar la activación de la vía Wnt por la 
translocación al núcleo de β -catenina y que hubiese la misma cantidad de proteína en extractos 
con la vía inactiva y activa utilizando como control de carga TFIIB, anti-TFIIB (sc-225). Luego, 
se incubó 80 µg de extracto con 4µg de los anticuerpos: anti-RNAPII CTD4H8/Iniciadora mouse 
(sc-47701), anti-β-catenina rabbit (sc-7199), anti-β-catenina mouse (sc-7963), anti-TCF-
4/TCF7L2 goat (sc-8631) y Normal IgG Mouse, Rabbit  o Goat (sc-2025, sc-2027, sc-2028, 
respectivamente) como control negativo según la especie (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 
en PBS1X con inhibidor de proteasas e inhibidores de fosfatasas a 4°C O.N. Los 
inmunocomplejos fueron recuperados con 30µL de beads de Agarosa-A (sc-2001) para especie 
mouse y Agarosa A/G Plus (sc-2003) para especies rabbit y goat (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
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USA), y se realizó 3 lavados con Buffer de Lavado (10mM Hepes pH 7.9, 150mM NaCl, 1mM 
EDTA, 1mM DTT, 10% Glicerol, 0,1% Tritón X-100, Inhibidor de Proteasas 10X, 10mM 
Na3VO4, 50mM NaF), posteriormente se procedió a denaturar las proteínas y separarlas de las 
beads hirviendo las muestras en Buffer de Carga 2X por 10 min a 100°C y detectar las proteínas 
asociadas mediante Western Blot, de acuerdo al protocolo en el párrafo siguiente. 
Las muestras de proteínas fueron fraccionadas en un gel SDS-PAGE al 6% de Acrilamida, 
corridas a 120V por 2 h y luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 250mA por 90 
min a 4°C, estas membranas se bloquearon con 5% de BSA en PBS1X 0,1% Tween-20 (Merck) 
por 1 h a temperatura ambiente, para después de ser incubadas con anticuerpo primario: anti-
RNAPII CTD4H8/Iniciadora mouse, anti-β-catenina rabbit, anti-β-catenina mouse, anti-TCF-
4/TCF7L2 goat y anti-RNAPII CTD YSPTSPS Ser2-P/Elongadora rabbit (ab5095) (Abcam, MA, 
USA), a 4°C O.N. Se realizó 5 lavados con PBS1X 0,1% Tween-20 por 5 min y los anticuerpos 
secundarios correspondientes anti-Mouse HRP, anti-Rabbit HRP, anti-Goat HRP (sc-2055, sc-
2004, sc-2020, respectivamente) fueron incubados por 1 h a temperatura ambiente, se realizó 4 
lavados con PBS-Tween 20 y se agregó un último lavado con PBS 1X 0,05% Nonidet NP-40 
(BioWorld). Las proteínas fueron detectadas con el reactivo quimioluminiscente Pierce ECL 
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).  
 
6.6 Análisis estadístico 
 El análisis estadístico de las diferencias entre ambas condiciones se realizó con el programa 
GraphPad Prism 5 (https://www.graphpad.com/), utilizando la comparación Paired t-test, two-
tailed con 95% de confianza. La significancia fue considerada de acuerdo al valor P˂0.05 (*), P 








7.1 Cambio en la distribución e interacción de ARN polimerasa II Iniciadora y TCF7L2 por 
efecto de la activación de la vía Wnt/β-catenina. 
Dado que la activación de la vía de señalización Wnt/β-catenina induce la translocación de 
β-catenina desde el citoplasma al núcleo, se analizó el efecto que produce en un modelo celular 
de leucemia como lo son las células KG-1, específicamente en la maquinaria transcripcional 
como es el caso de RNAPIISer5, y su cofactor TCF7L2, el que se encuentra unido a los 
promotores de los genes blancos de la vía Wnt/β-catenina, asociado a co-represores. Luego de la 
incubación con Control y Wnt3a MC por 4 h se observó en una imagen poblacional obtenida a 
través de microscopía confocal (Figura 5A), el cambio de β-catenina (en verde) desde el 
citoplasma de células KG-1 en presencia de medio condicionado control, y su presencia nuclear 
en presencia de medio condicionado Wnt3a. En la imagen contigua, observamos a RNAPIISer5 
(en rojo) y como su distribución se ve afectada luego de la translocación de β-catenina, desde una 
localización homogénea e intensa por todo el núcleo a focos más definidos. Fenómeno que 
también podemos observar con el co-factor transcripcional TCF7L2 (en cian). En la Figura 5B 
observamos una imagen representativa de cada condición en donde se aprecia esta concentración 
de focos de RNAPIISer5 y TCF7L2. Además, observamos una ampliación de esta imagen en 
donde se distingue la co-localización de estas 3 proteínas.  
De modo de precisar la co-localización observada en la Figura 5B, se determinó el 
coeficiente de correlación entre las 3 proteínas. Se analizó 5 campos (o fotografías) por cada 
condición y se obtuvo el valor promedio de los coeficientes de Pearson y Mander, los cuales son 
usados para cuantificar el grado de co-localización entre 2 fluoróforos. A saber, Pearson’s  es un 
valor de correlación, y Mander’s son los valores de sobrelapamiento de un canal sobre otro (A y 
B), ambas mediciones matemáticas son similares pero difieren en la desviación del promedio y 
las intensidades absolutas de fluorescencia de cada canal (Alder y Parmryd, 2009). Para la 
interacción RNAPIISer5/TCF7L2 observamos una disminución en el valor Pearson’s en 
presencia de Wnt3a MC, así como para Mander’s A, siendo igual para Mander’s B (Tabla 1). Sin 
embargo,  existe  un  aumento  en  el número  de  voxels (pixeles volumétricos) co-localizantes  
(NVC),  aun  cuando  en la Figura 5B fue observada  esta co-localización. Para la interacción 




Figura 5. Cambio en la distribución de ARN Polimerasa II Iniciadora y TCF7L2 por efecto de la activación de 
la vía Wnt/β-catenina en células KG-1. (A) Redistribución de RNAPII-Ser5 por efecto de la translocación de β-
catenina al núcleo de células KG-1. Inmunofluorescencia de células KG-1 luego de la incubación en presencia  de 
Control MC y Wnt3a MC  por 4 h. (B) Imagen representativa de inmunofluorescencia de células KG-1 que muestra 
la distribución de las proteínas RNAPII-Ser5 (rojo), TCF7L2 (cian), β-catenina (verde) y DAPI (azul), y la 









Tabla 1. Coeficientes de correlación de la interacción de RNAPII Iniciadora, TF7L2 y β-
catenina en células KG-1 incubadas con Wnt3a MC. 














0,197 0,872 0,785 219 0,131 0,859 0,785 250 
RNAPIISer5/β-catenina 0 0,362 0,212 0 0 0,426 0,212 0 
TCF7L2/β-catenina  
 
0,109 0,383 0,358 5,200 0,116 0,435 0,358 1,857 
Mander’s A: Canal Proteína 1 sobre Canal Proteína 2. Mander’s B: Canal Proteína 2 sobre Canal Proteína 2.  

















determinó voxels co-localizantes. En el caso de la interacción TCF7L2/β-catenina, Pearson’s y 
Mander’s A aumentan, pero disminuye el número de voxels co-localizantes obteniendo valores 
contradictorios, indicando que el método utilizado con los valores de umbral determinados por el 
programa Imaris no fue eficaz. Costes et al. nos entrega una alternativa, que es la generación de 
un canal propio para estas interacciones basado en el número de voxels co-localizantes fijando 
valores arbitrarios para el umbral de cada canal y se procedió a analizar de ese modo (Costes et 
al., 2004). 
7.2 Cuantificación del número y diámetro de los complejos de ARN polimerasa II 
Iniciadora, TCF7L2 y β-catenina en células KG-1 incubadas con Wnt3 MC.  
Considerando lo anterior se procedió a cuantificar el número y diámetro de los focos (o spots) de 
cada proteína individual y de aquellas que co-localizaban. En la Figura 6A se presenta una 
imagen representativa de la detección y distribución de RNAPIISer5, β-catenina y TCF7L2 en 
células KG-1 incubadas con Control o Wnt3a MC, y un plano ortogonal que permite observar 
dicha interacción en el eje Z. Tal y como se observó en la Figura 5A y 5B, RNAPIISer5 (rojo) 
mostró una disminución significativa (p˂0,0001) en el número y diámetro de los spots (Figura 
6B). El factor de transcripción TCFL72 (cian) presentó un patrón similar con una disminución 
significantiva tanto en el número como en el diámetro (p˂0,0001 y p=0,0279, respectivamente). 
Como era de esperar el número y diámetro de los focos de β-catenina (verde) dentro del núcleo 
aumentó significativamente (p˂0,0001). Una de las observaciones más llamativas fue que a 
diferencia de las proteínas individuales la interacción de RNAPSer5/TCF7L2 (Figura 6C), 
aunque disminuye en número (p=0,0025), aumenta su diámetro significativamente (p˂0,0001), 
sugiriendo una agregación de los componentes necesarios para la transcripción en respuesta a la 
activación de la vía Wnt/β-catenina. A diferencia de los valores obtenidos anteriormente por 
Pearson’s y Mander’s, mediante esta estrategia se determinó un aumento en el número y diámetro 
de las co-localizaciones de RNAPIISer5 y β-catenina, como fue anteriormente observado por 
Ugarte et al. (2015). Y como era de esperarse por el efecto de la activación de la vía  se observó 




Figura 6. Análisis de cuantificación y co-localización del número y diámetro de las proteínas RNAPIISer5, 
TCF7L2 y β-catenina en células KG-1 incubadas con Control y Wnt3a MC. (A) Imagen representativa por 
microscopía confocal de inmunofluorescencia en células KG-1 para la detección de RNAPIISer5 (rojo), TCF7L2 
(cian) y β-catenina (verde) incubadas por 4h con Control y Wnt3a MC, y su plano ortogonal. (B) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de las diferentes proteínas detectadas. (C) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de proteínas co-localizando. Este experimento fue realizado 
2 veces. Células Control MC n=325, células Wnt3a MC n= 460. La significancia fue considerada de acuerdo al valor 
P˂0.05 (*), P ˂0.005 (**), P˂0.0005 (***).  
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7.3 Efecto del activador farmacológico CHIR98014 en la cuantificación del número y 
diámetro de los complejos de ARN polimerasa II Iniciadora, TCF7L2 y β-catenina en 
células KG-1. 
A continuación, se realizó la comprobación de estos resultados usando el activador farmacológico 
CHIR98014, inhibidor específico de GSK3 y por lo tanto activador de la vía Wnt/β-catenina 
(Naujok et al., 2014), en células KG-1. A nivel global se observó el efecto inductor de la droga, 
por la presencia de β-catenina en el núcleo de las células, sin embargo, no se observó una mayor 
diferencia en la distribución de la RNAPIISer5 o TCF7L2 (Figura 7A). En cambio, en el cuadro 
amplificado se observó la interacción de RNAPIISer5, con TCF7L2 y β-catenina. Se realizó la 
cuantificación de la distribución de dichas proteínas mediante su número y diámetro. En células 
KG-1 el efecto del CHIR es diferente al Wnt3a MC sobre de RNAPIISer5 (Figura 8), ya que se 
observó un aumento en número y diámetro de los spots, siendo este último levemente 
significativo (p=0,0255). TCF7L2 tuvo el mismo comportamiento observado bajo la incubación 
con Wnt3a MC, con una disminución significativa en el número de los spots, pero discreto en 
diámetro. β-catenina como se esperaba tuvo un aumento en el número y diámetro de spots dentro 
del núcleo (Figura 8B). En el caso de las interacciones de esta maquinaria transcripcional (Figura 
8C), siguiendo con el método de Costes, se determinó el mismo efecto observado con medio 
condicionado al activar la vía de señalización Wnt/ β-catenina, una disminución en el número de 
la interacción entre RNAPIISer5 y TCF7L2, pero un leve aumento en diámetro (p=0,0108). Y tal 
como se esperaba, un aumento significativo en el número y diámetro de las interacciones de 









Figura 7. Distribución de ARN Polimerasa II Iniciadora y TCF7L2 por efecto de la activación de la vía Wnt/β-
catenina en células KG-1. (A) Redistribución de RNAPII-Ser5 por efecto de la translocación de β-catenina al 
núcleo de células KG-1. Inmunofluorescencia de células KG-1 luego de la incubación en presencia    de DMSO y 2 
µm de CHIR98014 por 4 h. (B) Imagen representativa de inmunofluorescencia de células KG-1 que muestra la 
distribución de las proteínas RNAPII-Ser5 (rojo), TCF7L2 (cian), β-catenina (verde) y DAPI (azul), y la 






Figura 8. Análisis de cuantificación y co-localización del número y diámetro de las proteínas RNAPIISer5, 
TCF7L2 y β-catenina en células KG-1 incubadas con CHIR98014. (A) Imagen representativa por microscopía 
confocal de inmunofluorescencia en células KG-1 para la detección de RNAPIISer5 (rojo), TCF7L2 (cian) y β-
catenina (verde) incubadas por 4h con DMSO y 2 µM CHIR98014, y su plano ortogonal. (B) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de las diferentes proteínas detectadas. (C) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de proteínas co-localizando. Este experimento fue realizado 
1 vez. Células DMSO n=70, células CHIR98014 n= 72. La significancia fue considerada de acuerdo al valor P˂0.05 









Tabla 2.  Cuantificación de número y diámetro promedio de focos de proteínas analizadas. 











Control MC  Wnt3a MC  
RNAPIISer5 54,93 ± 2,111 
 
333,3 ± 6,466 35,39 ± 1,531 264,2 ± 3,183 
TCF7L2 44,82 ± 1,752 
 
246,0 ± 4,001 25,85 ± 0,8365 234,1 ± 2,795 
β-catenina 24,37 ± 1,436 
 
211,6 ± 4,051 64,83 ± 3,000 224,9 ± 2,315 
RNAPIISer5/TCF7L2 
 
9,883 ± 0,6922 179,9 ± 5,378 6,872 ± 0,3118 196,6 ± 4,056 
RNAPIISer5/ β-
catenina 
3,628 ± 0,2420 131,2 ± 4,445 16,92 ± 1,345 164,1 ± 2,992 
TCF7L2/ β-catenina 
 
4,705 ± 0,3132 148,4 ± 3,840 11,56 ± 0,6528 164,6 ± 2,833 
KG-1 
 
DMSO  CHIR  
RNAPIISer5 103,9 ± 4,133 
 
230,9 ± 5,243 109,1 ± 4,007 246,6 ± 4,920 
TCF7L2 21,13 ± 2,721 
 
127,0 ± 3,901 13,36 ± 0,9554 125,2 ± 3,145 
β-catenina 30,27 ± 2,773 
 
125,1 ± 2,383 143,0 ± 10,76 134,6 ± 1,787 
RNAPIISer5/TCF7L2 
 
2,743 ± 0,3558 76,60 ± 6,304 1,699 ± 0,2005 77,65 ± 7,467 
RNAPIISer5/ β-catenina 
 
4,729 ± 0,3977 91,96 ± 3,818 63,47 ± 3,888 121,0 ± 1,497 
TCF7L2/ β-catenina 
 







7.4  Activación de la ARN Polimerasa II Elongadora e interacción con TCF7L2 y β-catenina 
por la activación de la vía Wnt/ β-catenina. 
Tal como se observó y analizó el patrón de distribución y la re-localización de la RNAPII 
Iniciadora, y su interacción con TCF7L2 y β-catenina, se determinó el efecto de la inducción de 
la vía Wnt/β-catenina en la RNAPII en su forma elongadora. Esta  forma de la ARN Polimerasa 
II se caracteriza por la fosforilación en la serina2 del dominio CTD (verde). Al respecto, se 
observó un aumento en la intensidad de la señal (Figura 9A). Así mismo, se observó la asociación 
de TCF7L2 y β-catenina a la RNAPIISer2 (Figura 9B), tal como se estableció ocurre con la 
forma Iniciadora. Dado que TCF7L2 es un factor de unión a DNA, era presumible pensar su 
asociación con RNAPIISer5 en el promotor, sin embargo, también podemos observar que esto 
ocurre con la RNAPIISer2, que recorre la hebra dejando el promotor atrás, influenciada por la 
presencia de β-catenina en el núcleo. 
7.5 Cuantificación del número y diámetro de los complejos de ARN Polimerasa II 
Elongadora, TCF7L2 y β-catenina por efecto del Wnt3a MC en células KG-1.  
Después de que se observó la interacción entre los componentes del inicio de la transcripción 
TCF7L2 y β-catenina con la ARN Polimerasa II Elongadora (Figura 9A), se analizó el número y 
diámetro de los spots de estas proteínas, individualmente (Figura 10B) y las de sus respectivas 
interacciones (Figura 10C). Previamente, se determinó el coeficiente de co-localización de 
Pearson y Mander, sin embargo, aunque la imagen demostró una superposición de la señal, 
ambos coeficientes disminuyen sus valores desde una condición con células incubadas con 
Control MC a Wnt3a MC, aun cuando el número de voxels aumentó (Tabla 3). Así con la 
intensidad de la señal de RNAPIISer2, se determinó una disminución discreta en el número de 
spots, y un aumento significativo de diámetro (p˂0,0001; Figura 10B). El factor de transcripción 
TCF7L2 presentó un cambio respecto a los resultados mostrados anteriormente (Figura 6), con un 
aumento tanto en el número como diámetro de los spots en células incubadas con Wnt3a MC, y 
que en ambos casos es significativo (p˂0,0001). Para β-catenina se observó un aumento 
significativo del diámetro de los spots (p˂0,0001). Este análisis de número y diámetro de las co-
localizaciones de este complejo (Figura 10C), permitió determinar un aumento en el número y 
diámetro de la interacción entre las proteínas RNAPIISer2 y TCF7L2, RNAPIISer2 y β-catenina,  
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Figura 9. Activación de ARN Polimerasa II Elongadora e interacción con TCF7L2 y β-catenina  por efecto de 
la activación de la vía Wnt/β-catenina en células KG-1. (A) Redistribución de RNAPII-Ser2 por efecto de la 
translocación de β-catenina al núcleo de células KG-1. Inmunofluorescencia de células KG-1 luego de la incubación 
en presencia  de Control MC y Wnt3a MC  por 4 h. (B) Imagen representativa de inmunofluorescencia de células 
KG-1 que muestra la distribución de las proteínas RNAPII-Ser2 (verde), TCF7L2 (cian), β-catenina (rojo) y DAPI 
(azul), y la composición de los canales (merge), los cuadros amarillos muestran una amplificación de la co-









Tabla 3. Coeficientes de correlación de la interacción de RNAPII Elongadora, TF7L2 y β-
catenina en células KG-1 incubadas con Wnt3a MC. 














0,063 0,446 0,475 3,667 -0,057 0,415 0,350 9,800 
RNAPIISer2/β-catenina 0,387 0,644 0,701 12,667 -0,302 0,624 0,589 7,400 
TCF7L2/β-catenina  
 
0,010 0,408 0,433 1,667 0,454 0,534 0,474 4,400 
Mander’s A: Canal Proteína 1 sobre Canal Proteína 2. Mander’s B: Canal Proteína 2 sobre Canal Proteína 2.  







Figura 10. Análisis de cuantificación y co-localización del número y diámetro de las proteínas RNAPIISer2, 
TCF7L2 y β-catenina en células KG-1 incubadas con Control y Wnt3a MC. (A) Imagen representativa por 
microscopía confocal de inmunofluorescencia en células KG-1 para la detección de RNAPIISer2 (verde), TCF7L2 
(cian) y β-catenina (rojo) incubadas por 4h con Control y Wnt3a MC, y su plano ortogonal. (B) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de las diferentes proteínas detectadas. (C) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de proteínas co-localizando. Este experimento fue realizado 
2 veces. Células Control MC n=136, células Wnt3a MC n= 153. La significancia fue considerada de acuerdo al valor 




y tal como se esperaba por la inducción de la vía Wnt/β-catenina: TCF7L2 y β-catenina, una 
diferencia significativa para todos los casos (p˂0,0001). 
7.6 Efecto del activador farmacológico CHIR98014 en la cuantificación del número y 
diámetro de los complejos de ARN polimerasa II Elongadora, TCF7L2 y β-catenina en 
células KG-1. 
Adicionalmente, para confirmar las observaciones anteriores, se procedió a realizar el mismo 
experimento pero induciendo la vía Wnt/β-catenina con el activador farmacológico CHIR98014 
por 4 h en estas células. Si bien RNAPIISer2 se observó menos intensa en células incubadas con 
CHIR que en la condición control, incubadas con DMSO (Figura 11A), se observó la presencia 
de β-catenina en el núcleo, así como co-localización en la imagen detalla al costado (Figura 11B). 
A través de la cuantificación de número y diámetro de RNAPIISer2 (Figura 12B), se determinó 
una disminución no significativa en el número, pero un aumento en el diámetro de los spots 
(p=0,0036). TCF7L2 tuvo un efecto contradictorio respecto al medio condicionado, 
disminuyendo significativamente el número de los spots (más parecido a lo visto en relación a 
RNAPIISer5), y un aumento no significativo en el diámetro. β-catenina se comportó como lo 
esperado. Otra contradicción que se observó, fue la disminución en el número de la interacción 
entre RNAPIISer2 y TCF7L2 (Figura 12C), y sin cambios significativos en el diámetro de estos 
spots. La interacción entre RNAPIISer2 y β-catenina al igual que con medio condicionado 
aumentó tanto el número y diámetro, ambos efectos fueron significativos (p= 0,0440 y p˂0,0001; 
respectivamente), lo que sugiere que β-catenina puede mantenerse unida a la RNAPII aun cuando 
está elongando el ARN transcrito. Sin embargo, si nos referimos a la interacción TCF7L2 y β-
catenina, ésta tuvo un leve aumento en número y diámetro, pero no significativo (Revisar Tabla 4 




Figura 11. Activación de ARN Polimerasa II Elongadora e interacción con TCF7L2 y β-catenina  por efecto 
de la activación de la vía Wnt/β-catenina en células KG-1. (A) Redistribución de RNAPII-Ser2 por efecto de la 
translocación de β-catenina al núcleo de células KG-1. Inmunofluorescencia de células KG-1 luego de la incubación 
en presencia  de DMSO y 2 µM de CHIR98014 por 4 h. (B) Imagen representativa de inmunofluorescencia de 
células KG-1 que muestra la distribución de las proteínas RNAPII-Ser2 (verde), TCF7L2 (cian), β-catenina (rojo) y 
DAPI (azul), y la composición de los canales (merge), los cuadros amarillos muestran una amplificación de la co-
localización de éstas proteínas. 
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Figura 12. Análisis de cuantificación y co-localización del número y diámetro de las proteínas RNAPIISer2, 
TCF7L2 y β-catenina en células KG-1 incubadas con CHIR98014. (A) Imagen representativa por microscopía 
confocal de inmunofluorescencia en células KG-1 para la detección de RNAPIISer2 (verde), TCF7L2 (cian) y β-
catenina (rojo) incubadas por 4h con DMSO y 2 µM CHIR98014, y su plano ortogonal. (B) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de las diferentes proteínas detectadas. (C) Gráficos de 
cuantificación de número y diámetro promedio de spots de proteínas co-localizando. Este experimento fue realizado 
1 vez. Células DMSO n=73, células CHIR98014 n= 54. La significancia fue considerada de acuerdo al valor P˂0.05 







Tabla 4.  Cuantificación de número y diámetro promedio de focos de proteínas analizadas. 











Control MC  Wnt3a MC  
RNAPIISer2 55,76 ± 3,382 
 
238,1 ± 8,187 55,00 ± 3,075 258,3 ± 7,848 
TCF7L2 9,500 ± 0,6399 
 
181,2 ± 4,827 18,15 ± 0,8895 206,7 ± 3,292 
β-catenina 11,88 ± 1,473 
 
103,4 ± 4,763 62,67 ± 7,753 111,5 ± 2,047 
RNAPIISer2/TCF7L2 
 
1,800 ± 0,1935 99,65 ± 6,957 5,709 ± 0,4081 155,4 ± 7,354 
RNAPIISer2/ β-
catenina 
2,179 ± 0,2547 105,2 ± 9,122 2,878 ± 0,2446 124,1 ± 8,035 
TCF7L2/ β-catenina 
 
4,539 ± 0,3423 126,3 ± 6,421 12,57 ± 0,7473 163,2 ± 5,660 
KG-1 
 
DMSO  CHIR  
RNAPIISer2 74,90 ± 4,707 
 
174,7 ± 3,634 62,98 ± 4,157 190,5 ± 3,861 
TCF7L2 10,73 ± 0,6324 
 
164,4 ± 3,871 8,815 ± 0,5120 177,8 ± 4,470 
β-catenina 11,88 ± 1,473 
 
103,4 ± 4,763 62,67 ± 7,753 111,5 ± 2,047 
RNAPII-Ser2/TCF7L2 
 
7,440 ± 0,6952 125,6 ± 5,046 5,636 ± 0,4482 127,6 ± 4,751 
RNAPII-Ser2/ β-
catenina 
3,382 ± 0,4942 76,84 ± 6,250 5,600 ± 0,6922 104,3 ± 3,443 
TCF7L2/ β-catenina 
 









7.7 Confirmación de la interacción mediante co-inmunoprecipitación de proteínas de los 
componentes de la maquinaria transcripcional en respuesta de la activación de la vía 
Wnt/β-catenina.  
Así como se observó mediante inmunofluorescencia la asociación y co-localización de los 
componentes efectores de la activación de la vía Wnt/β-catenina: TCF7L2 y β-catenina  con la 
maquinaria transcripcional RNAPII Iniciadora y Elongadora, se realizó una comprobación de 
tales interacciones mediante una co-inmunoprecipitación de proteínas (Figura 13). El efecto de la 
activación de la vía Wnt/β-catenina fue claro, ya que después de realizar una normalización de 
los extractos y comprobar la presencia de β-catenina al núcleo versus una condición control 
(INPUT), se observó en el Western blot la detección de β-catenina luego de la precipitación con 
TCF7L2 como era de esperarse (Figura 13, a), comprobando el método y la teoría respecto al 
funcionamiento de la vía Wnt/β-catenina. Y con RNAPIISer5, como ya se daban ciertos indicios 
en la publicación de Ugarte et al. 2015 (Figura 13, b). Otra observación que nos llamó la atención 
durante el análisis por inmunofluorescencia, fue la interacción de RNAPIISer5 y TCF7L2 en 
condiciones control y con la vía Wnt/β-catenina activa, sólo que estos focos disminuyen en 
cantidad pero aumenta su diámetro, y como se detectó también por inmunoprecipitación de 
proteínas, al precipitar con TCF7L2 observamos a RNAPIISer5 en el Western Blot en ambas 
condiciones (Figura 13, c), sin embargo en presencia de CHIR, ésta tiende ser un poco mayor 
luego del análisis por densitrometría. Por último, cuando se detectó la interacción de 
RNAPIISer2  al precipitar con RNAPIISer5 (su forma Iniciadora) y también β-catenina (Figura 
13, d), se logró visualizar un aumento muy intenso de banda luego de la incubación con el 
inductor de la vía, sugiriendo una mayor presencia e interacción entre las formas Iniciadora y 
Elongadora de la RNAPII, así como también entre RNAPIISer2 y β-catenina, lo que sugiere la 
compacta estructura del complejo Transcription Factory y la dificultad para desarmarlo aún en 
condiciones nativas (sin fijación previa), así como la posible interacción contínua de β-catenina 









Figura 13. Interacción del Complejo β-catenina/TCF7L2 a ARN Polimerasa II. Co-inmunoprecipitación de 
proteínas de extracto nuclear de células KG-1 incubadas por 4h con DMSO o 2µM de CHIR98014, demostrando la 
interacción: a) β-catenina/TCF7L2 b) RNAPIISer5/β-catenina, c) TCF7L2/RNAPIISer5 y d) la interacción de 






8.1 Distribución e interacción de la  ARN Polimerasa II Iniciadora y TCF7L2. 
Una de las primeras causas a considerar para entender cuál es la razón de la aproximación 
espacial de los genes RUNX1 y ETO y la generación de la quimera RUNX1-ETO inducida por 
efecto de la vía Wnt (Ugarte et al., 2015), fue que luego de la translocación de la β-catenina al 
núcleo sus hebras de cromatina convergieran en el mismo punto al posarse β-catenina en su 
región promotora. En este contexto, el concepto de la formación de Transcription Factories nos 
permitiría argumentar de mejor manera la convergencia de estos genes en un mismo foco, 
causante de las arrebaciones cromosomales como lo son las translocaciones dado el subterritorio 
nuclear de transcripción. 
En esta tesis podemos dar cuenta del cambio en el patrón, localización o redistribución de 
estos focos o spots, para referirnos a los cúmulos de proteínas, en este caso ARN Polimerasa II 
Iniciadora (RNAPIISer5) que se encuentra en una forma transcripcionalmente activa, que como 
mostramos son los que mantienen la forma esférica o de Factory. A nivel poblacional se observó 
una disminución en la intensidad de la señal, desde una distribución homogénea por todo el 
núcleo a focos discretos definidos de RNAPIISer5 en células KG-1 incubadas con Wnt3 MC por 
4 h. Un análisis más detallado de las 2 réplicas de este experimento, respecto a la  cuantificación 
del número y diámetro de estos focos, determinó una tendencia a la disminución. Sin embargo, 
algo que merece atención es la diferencia en el comportamiento de la RNAPIISer5 en células que 
han sido tratadas con CHIR98014. A nivel poblacional no se observa una diferencia en el cambio 
del patrón de distribución entre ambas condiciones, la cuantificación de los spots determinó un 
aumento significativo en el número y en el diámetro, lo que sugiere que el activador 
farmacológico pareciera tener una respuesta más amplia. Esto puede deberse al  n experimental o 
al mecanismo de acción de la droga, que actúa inhibiendo a la GSK3β, afectando si a la vía de 
señalización Wnt/β-catenina, pero debido al ambiguo rol de GSK3 en cáncer y a la conversación 
cruzada, puede ser también asociada a otras vías de señalización como PI3K,/PTEN/Akt/mTOR, 
Ras/Raf/MEK/ERK, Hedgehog, y Notch, entre otras (McCubrey et al., 2014), desencadenando 
en la posible transcripción de genes blanco de éstas y por ende a la relocalización de ARN 
Polimerasa Iniciadora, a diferencia de la actividad del medio Wnt3a MC que tiene una regulación 
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más fina, debido a que sólo fue realizado una vez es necesario aumentar las réplicas del 
experimento para una mayor confirmación. Aunque cuando la RNAPIISer5 fue analizada en su 
interacción con RNAPIISer2, se comportó de igual manera que en presencia de Wnt3 MC. 
Esta definición de los focos activos de transcripción en respuesta a la vía Wnt/β-catenina se 
hace más notoria cuando observamos al co-factor de β-catenina, TCF7L2, que también tiende a 
cambiar su distribución de forma homogénea y difusa (respecto a RNAPIISer5) a concentrarse en 
focos más definidos, este efecto ocurre de igual manera con Wnt3a MC como con CHIR, efecto 
que puede determinarse a nivel poblacional como en el análisis detallado de la cuantificación de 
número y diámetro. Investigaciones anteriores sólo han caracterizado la localización de TCF7L2 
en el núcleo sin ahondar mucho más que en su asociación con β-catenina (Cho y Dressler, 1998). 
Nosotros notamos más este efecto es al ver la co-localización  de RNAPIISer5 y TCF7L2, en que 
ocurre una disminución en el número de spots pero aumenta el diámetro, indicándonos un 
“beneficio” a la hora de transcribir genes asociados a este factor de transcripción, como lo son los 
genes blanco de la vía Wnt. Una observación que nos llamó la atención fue el tamaño de estos 
cúmulos o spots de ARN Polimerasa II independiente o las co-localizaciones con TCF7L2, si 
bien teníamos entendido que el tamaño y distribución podía cambiar entre distintos tipos 
celulares, en donde muchas revisiones se indica un diámetro entre 80 a 200nm (Osborne et al., 
2004), y otros más pequeños entre 40-100nm (Lucas et al., 2011; Deng et al., 2013). Lo cierto es 
que en nuestras mediciones en promedio son 200nm, pero algunos superan este diámetro 
inclusive alcanzando los 800nm, dando cuenta de lo mucho que se pueden organizar estas 
proteínas si la maquinaria transcripcional es necesaria. Lo anterior debe tener en consideración, 
sin embargo, cuánto somos capaces de resolver con el aumento del objetivo y el tamaño de pixel 
de la imagen adquirida, descartando tamaños menores a los 87nm, diámetro que se han detectado 
factories usando microscopios de alta resolución (Eskiw et al., 2008).  
Para evaluar la co-localización de las distintas proteínas la primera opción fue utilizar los 
coeficientes de Pearson y Mander, sin embargo, cuando se observó la superposición entre 2 
canales-proteínas inclusive en el plano ortogonal, el valor de estos coeficientes era cercano a 0, 
dando en entender que ésta era nula después del tratamiento con medio condicionado. Pero al 
analizar el valor de Número de Vóxels (pixeles volumétricos) Co-localizantes, este valor era 
mayor luego del tratamiento, indicándonos que había un mayor número de vóxels co-localizando, 
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por lo cual se decidió obviar estos parámetros. Posiblemente enmascarados por el por el número 
de células y difiriendo entre los distintos campos analizados. Una solución a este problema fue 
que el mismo programa Imaris, utilizando los Voxels, es capaz de generar un nuevo canal, con el 
cual cuantificamos el área y numero de spots presentes de estas co-localizaciones por cada célula 
al igual que con análisis de las proteínas individuales (Costes et al., 2004).  
Cabe mencionar que la co-localización  RNAPIISer5/TCF7L2 está presente también en la 
situación control (con Control MC o DMSO), demostrando lo importante que es ésta asociación 
en el linaje hematopoyético. Para la comprobación de ésta interacción se realizó una co-
inmunoprecipitación de proteínas, en dónde se observó que esta se encuentra presente en ambos 
estadios de la vía, inactiva y activa, pero con leve aumento en ésta última. Esto estaría de acuerdo 
con los planteamientos realizados anteriormente (Kimura et al., 2002; Hieda et al., 2005; 
Mitchell y Fraser, 2008) en que las Transcription Factories parecen ser estructuras preformadas 
en las que ocurre una agregación y renovación de ARN polimerasas y diferentes factores de 
transcripción. Lo anterior podría explicar la co-localización de RNAPIISer5 y TCF7L2, 
esperando por la llegada al núcleo de β-catenina, y con esto el acercamiento de la cromatina con 
genes que se movilizan y tienen un cierto orden jerárquico al realizar la transcripción (Fanucchi 
et al., 2013), sean estos genes de respuesta temprana  o tardía, así como también algunos 
responden de manera cíclica a través del tiempo. Esto nos hace asociar a genes de respuesta 
temprana mayores sitios en sus promotores, que  se descondensan rápido y los factores de 
transcripción pueden acceder a ellos.  
El tiempo escogido para realizar estos experimentos fue muy importante. Como se 
mencionó anteriormente basados en Ugarte et al., se consideró la incubación de 4h ya que es el 
tiempo en que se observó notoriamente la presencia de β-catenina en el núcleo a través de 
inmunofluorescencia luego de la incubación con la proteína Wnt3a purificada. Análisis de 
expresión realizados en nuestro laboratorio, muestran que algunos genes blanco de la vía de 
señalización Wnt/β-catenina aumentan su expresión a las 2, 4, 6, 8 y hasta 12h de incubación. En 
caso del tiempo de observación de la aparición de la quimera RUNX1-ETO, esta se encontró a las 
48h (Ugarte et al., 2015). En dónde el patrón de expresión de estas proteínas y su distribución 
puede cambiar dependiendo del tiempo e intensidad de la activación de la vía.  
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En relación a la distribución e interacción de β-catenina/TCF7L2 cabe destacar que β-
catenina no sólo interactúa con TCF/LEF (Valenta et al., 2012) sino que también con otros 
factores de transcripción como LRH1, que potencia la expresión de Ciclina E1 promoviendo la 
proliferación de células pancreáticas y hepáticas (Brotungo et al., 2004; Wagner et al., 2010), 
HIF1α y FOXO que secuestran a β-catenina, en respuesta a hipoxia o estrés oxidativo, 
respectivamene (Essers et al., 2005; Kaidi et al., 2007), y que compiten con TCF reduciendo su 
actividad transcripcional, además de su co-represor Groucho (Moon et al.,2004),  razón por la 
cual no todos los focos entre estas 2 proteínas son co-localizantes.   
Adicionalmente se observó y cuantificó la interacción de la ARN Polimerasa Elongadora 
con TCF7L2 y β-catenina. RNAPIISer2 presentó un aumento en su señal, lo que significó una 
tendencia a aumentar el número y diámetro, relacionándose a la cantidad de genes que están 
realizando la transcripción, y más precisamente la elongación de su ARN mensajero. Una 
observación que se repitió en los experimentos realizados con RNAPIISer2 y TCF7L2 fue la baja 
intensidad de la señal respecto a lo observado en combinación con RNAPIISer5 en células KG-1 
incubadas con Wnt3 MC o CHIR98014. Sin embargo, la tendencia de este análisis fue el 
aumento en número y diámetro. 
8.2 Balance transcripcional de la ARN Polimerasa II entre sus formas Iniciadora y 
Elongadora, con β-catenina. 
Desde hace algún tiempo nos hemos cuestionando el rol que β-catenina cumple durante la 
transcripción después de su interacción con TCF7L2. Como bien sabemos es la proteína efectora 
dentro de vía Wnt canónica, sin embargo aún hay interrogantes asociados a ella. En ésta 
investigación nos enfocamos en lo que ocurre de manera temprana luego de ingresar al núcleo. 
Existen varias explicaciones en que la interacción de β-catenina con la ARN Polimerasa y el 
Complejo de Pre-Iniciación ocurre a través de la ayuda de MET12 (Kim et al., 2006), una 
subunidad del complejo Mediator, quien es el transductor de la señal de β-catenina en la región 
promotora y la maquinaria de la transcripción.  
Previamente nuestro laboratorio ha reportado una co-asociación entre β-catenina y 
RNAPIISer5 al activar la vía con la proteína Wnt3a purificada (Ugarte et al., 2015). Pero aún 
desconocemos si ésta sólo permite la transducción de la señal y luego se libera de TCF7L2, 
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dando un inicio a la transcripción o si se mantiene unido el complejo β-catenina/TCF7L2 a la 
ARN Polimerasa II mientras esta realiza la elongación del mensajero. Como pudimos apreciar 
anteriormente en los resultados, se evaluó la interacción de RNAPIISer5 (Iniciadora), TCF7L2 y 
β-catenina, así como RNAPIISer2 (Elongadora), TCF7L2 y β-catenina, y en ambas situaciones se 
observa una tendencia al aumento en la co-localización de RNAPIISer2 y TCF7L2 como 
RNAPIISer2 y β-catenina, tanto diámetro como número por la presencia de β-catenina en el 
núcleo. Este efecto fue detectado en presencia de Wnt3a MC y CHIR en células KG-1. Cabe 
mencionar que ésta interacción también se evaluó mediante co-inmunoprecipitación de proteínas, 
lo que sugeriría la interacción continua del complejo TCF7L2/β-catenina, aun durante la 
elongación de los genes, sin embargo hace falta realizar la interacción recíproca para 
comprobarlo. 
Respecto a β-catenina y su interacción con RNAPIISer5 y RNAPIISer2, Valenta y 
colaboradores (Valenta et al., 2012), enfocaron su revisión en las muchas características de β-
catenina y funciones como ser una molécula de adhesión en la membrana y un co-factor durante 
la transcripción. En caso de este última, dichos autores mencionan los múltiples co-activadores, 
co-represores y factores de transcripción a los que se le ha asociado, entre los más importantes 
podemos destacar, histonas acetil-transferasas (CBP/p300), remodeladores de cromatina (Brg-1- 
SWI/SNF), histonas metil-transferasas (MLL-1), Complejo de Pre-Iniciación de la transcripción 
(TATA-binbing protein y factores de transcripción generales) y Mediator (MED12), muchos de 
los cuales están presentes en la purificación de proteoma asociado a RNAPII (Melnik et al., 
2011), además de proteínas asociadas a splicing. Como vimos en las imágenes anteriores, β-
catenina se hace parte del complejo RNAPIISer5P y TCF7L2 en el inicio de la transcripción 
como identificamos a través de co-inmunoprecipitación de proteínas, aunque no somos capaces 
de discernir si la interacción con RNAPIISer2P se produce porque realmente β-catenina 
acompaña al complejo durante la elongación de la transcripción, lo que parece es cierto, o si es 
debido a que el complejo Transcription Factory: ARN Polimerasa, Factores de transcripción 
generales, complejos remodeladores y factores de splicing está tan entretejido y organizado que 
la cercanía hace que precipiten juntos. Li y colaboradores plantean que es difícil determinar si la 
elongación ocurre directa o indirectamente de la Iniciación (Li et al., 2007). Un mayor número de 
experimentos, así como evaluar  mediante ChIP-seq o 3C la unión de este complejo TCF7L2/β-
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catenina/RNAPIISer2 a otras regiones de genes blanco en cuestión podrían ser de utilidad para 
aclarar estos resultados. 
 
8.3 ¿Especialización de células en respuesta de la vía de señalización Wnt/β-catenina? 
Existen diferentes visiones respecto a la organización espacial de la ARN polimerasa II en 
el núcleo, ciertos autores exploran la amplia distribución de la RNAPII a través del nucleoplasma 
y algunos factores de transcripción y splicing (Szentirmay y Sawadongo, 2000). Una imagen 
determinante muestra la organización en condiciones de baja y alta transcripción, en dónde una 
baja transcripción se asocia con pocos focos concentrados y grandes de RNAPII y transcrito 
naciente de ARN, y alta transcripción con una mayor distribución, en forma difusa, que 
globalmente puede complicar la interpretación de nuestros resultados. Esto se debe al efecto de 
inhibidores sobre la transcripción (Bregman et al., 1995), que durante esta inhibición estas 
proteínas se relocalizan a focos concentrados de RNAPII, en dónde persisten ciertos cúmulos 
activos de RNAPII explicando un almacenaje, también visualizado en conjunto con transcritos 
nacientes marcados con Bromouridina (Zeng et al., 1997). Otro estudio analizando diferentes 
factores de transcripción y su co-localización con ARN Polimerasa II  fueron realizados con 
TFIIH, Oct1, BRG1, E2F-1 y el Receptor de Glucocorticorides, muestran que existe poca o nula 
distribución espacial que pueden representar complejos de iniciación de la transcripción 
incompletos o sitios de almacenaje (Grande et al., 1997). Entre algunos factores de transcripción 
importantes a destacar se encuentra GATA-1, regulador maestro de la Hematopoyesis. En 
eritroblastos y megacarocitos de murinos se ha visto que estos presentan una localización 
focalizada en el núcleo, sin embargo, parecen no estar relacionados con sitios activos de 
transcripción (Elefanty et al., 1996). Esto difiere en tanto con nuestros resultados, que nos 
permite diferenciar entre 2 estados de la transcripción: Transcripción Basal, y adicionando el 
efecto que vemos por la activación de la vía Wnt/β-catenina, Transcripción focalizada o 
especializada, en que si bien hay una disminución en el número de focos co-localizantes de 
RNAPIISer5 y TCF7L2, ciertamente hay un alta actividad transcripcional de sus genes blanco. 
En experimentos realizados usando el promotor CMV clonado en mini-cromosomas se ha 
observado que genes que poseen promotores similares tienden a encontrarse en un mismo 
territorio nuclear dependiendo de la ARN polimerasa que responda a ellos (Xu y Cook, 2008). Ya 
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se habrían caracterizado Transcription Factories especializadas. Por ejemplo, en la respuesta 
inflamatoria mediada por TNFα, sus genes blanco tienden a activarse por el factor de 
transcripción principal de la vía, NFκB, y concentrarse en una misma Transcription Factory 
(Papantonis et al., 2012). La existencia de Transcription Factories especializadas para la 
transcripción de genes relacionados con funciones específicas o vías de señalización, llevó a 
explorar cuál es la relación de la naturaleza de los promotores con la Transcription Factory al 
que eran reclutados. De la misma forma genes con sitios de unión al factor NFκB, como SAMD4 
y TNFAPI2, tienden a asociarse a una misma Transcription Factory (Larkin et al., 2013). 
Además, se ha visto que la asociación de estos mismos genes SAMD4A, TNFAIP2 y SLC6A5, a 
Transcription Factories ocurre de  forma jerárquica, con miembros dominantes y subordinados 
de la co-regulación (Fanucchi et al., 2013). Un elemento a destacar a partir de nuestros datos, es 
esta misma co-localización de RNAPIISer5 y TCF7L2 en el linaje mieloide. En eritroblastos fetal 
de hígado de ratón se ha visto una asociación preferencial de genes co-regulados a través de 
inmuno-RNA FISH y 4C (Schoenfelder et al., 2010). Además, también se ha reportado que 
durante una alta transcripción asociada con la diferenciación eritroide ocurre un aumento en el 
tamaño de Transcription Factories especializadas en genes regulados por el factor transcripcional 
Kruppel-like transcription factor (KLF1), co-localizante con ARN Polimerasa II iniciadora hasta 
alcanzar un diámetro de 198nm promedio, más que lo anteriormente reportado (Eskiw y Fraser, 
2011). En dónde estas super factories deben reflejar un alto rango de actividad transcripcional 
como una alta demanda de la maquinaria transcripcional.   
Otros autores cuestionan los modelos planteados de Transcription Factories inmobiles sin 
mediar activamente la transcripción así como las Transcription Factories Especializadas, y 
proponen un modelo modificado de Transcription Factories, en dónde explican que éstas son el 
resultado de la agregación de complejos de pre-iniciación que contiene  RNAPII localizada una al 
lado de otra en el espacio nuclear (Razin et al., 2011). Dicha agregación sería gatillada por la 
fosforilación de la Serina 5 del dominio CTD de la RNAPII, en donde incorpora genes sin 
ninguna otra razón estado constitutivo o especifico de acuerdo a la proximidad que hay entre 
ellos. De acuerdo a este modelo los promotores de estos genes podrían reclutar a la RNAPII 
solubles del nucleoplasma antes que los genes sean movidos a preexistentes Transcription 
Factories o sirvan como centros de nucleación para unas nuevas. 
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En 2013 Deng y colaboradores, entregan una visión más actual de Trancription Factories 
no tan sólo validando de las factories especializadas, sino que también especulando las 
repercusiones de su desregulación en enfermedades como el cáncer (Deng et al., 2013). En este 
contexto las factories evolucionan hacia una respuesta de genes predominantes pero no exclusiva, 
y dado a la proximidad y la frecuencia en que ocurren las translocaciones. Según Roix et al., la 
proximidad de genes es la consecuencia de una estructura altamente organizada  (Roix et al., 
2003). Como por ejemplo la translocación entre  IGH y MYC en los linfomas Burkitt humanos 
(Osborne et al., 2007) y  la translocación TCRA/MYC en células T por efecto de β-catenina (Dose 
et al, 2013), y más recientemente la aproximación y translocación de los genes RUNX1 y ETO 
(Ugarte et al., 2015).  
Una reciente publicación respecto a la inhibición de la vía Wnt/β-catenina mediante el uso 
de Henryin, un diterpenoide que interfiere con la interacción  β-catenina/TCF4 (TCF7L2) en 
células de cáncer colorectal (Li et al., 2013), disminuyendo tanto los niveles de ARN mensajero 
como de proteína de  Ciclina D1 y c-Myc. En esta, a través de un ensayo de microarreglos y un 
análisis de expresión diferencial de genes mostraron que las vías y procesos biológicos afectados 
por esta inhibición se encuentran: la vía de señalización Wnt, Notch, MAPK, Hipoxia, Hedgehog, 
GSK y Akt, vías asociadas al cáncer, cáncer colorectal, AML, por mencionar algunas (Li et al., 
2013). Teniendo en cuenta esta interferencia en la interacción de β-catenina y TCF7L2, y que 
como vemos en esta investigación TCF7L2 interactúa también con la ARN Polimerasa II 
Iniciadora y Elongadora (transcription factories) en células KG-1, la manera más eficiente de 
controlar esta interacción y su posible desregulación en AML por la alta actividad de la vía 
Wnt/β-catenina, sería lograr inhibir o interferir también con esta interacción, para lo cual sería 
necesario dar con los dominios específicos que se relacionan y buscar una fina manera de 







8.4 Modelo de la transcripción en células KG-1 en beneficio de la vía de señalización Wnt/β-
catenina. 
Un modelo que explicaría el efecto de la vía de señalización Wnt/β-catenina se presenta en 
la Figura 14. En una situación basal, con la vía de señalización inactiva, las células KG-1 
presentan una transcripción normal asociada a su mantención (Figura 14A). En una situación con 
la vía de señalización activa (Figura 14B), la translocación de β-catenina al núcleo provoca una 
competencia con co-represores asociados a TCF7L2 en los promotores de genes blanco, lo que 
provoca una agregación entre la maquinaria de la síntesis de estos genes, los que ya se 













Figura 14. Modelo del enfoque de la transcripción en células KG-1 en respuesta a la activación de la 
vía de señalización Wnt/β-catenina. (A)  Transcripción basal en el núcleo de céluals KG-1 cuando la vía 
Wnt/β-catenina se encuentra inactiva. (B) Translocación de β-catenina al núcleo y activación de la vía 
Wnt/β-catenina se produce una redistribución a discretos focos activos de transcripción.  














9. Conclusión y proyecciones 
 
La visualización de la redistribución e interacción de ARN Polimerasa II Iniciadora y TCF7L2 en 
células KG-1 incubadas con Wnt3 MC y el activador farmacológico CHIR98014 por 4h, sumado 
al cambio en el número y diámetro de los focos detectados (individualmente y su co-
localización), sugiere una especialización de éstas células en respuesta a la vía de señalización 
Wnt/β-catenina, en este linaje mieloide, beneficiando las transcripción de genes blanco.  
El aumento en la señal de la ARN Polimerasa II Elongadora y su interacción con TCF7L2, β-
catenina y también su forma Iniciadora, detectado a través del análisis de número y diámetro de 
los focos luego de la incubación con Wnt3a MC y el activador farmacológico CHIR98014, 
sugiere una unión continua de este complejo a la maquinaria transcripcional aún cuando ésta se 
encontraría alejada del promotor de estos genes blanco, dando cuenta de lo altamente organizado 
de estos focos de transcripción activa, que debe ser esclarecido mediante nuevos experimentos.   
Para lograr una mejor visión respecto a la especialización de las transcription factories por efecto 
de la vía de señalización Wnt/β-catenina, o diferenciación mieloide en células KG-1 causantes de 
Leucemia Mieloide Aguda sería necesario combinar ésta detección de ARN Polimerasa II 
Iniciadora y TCF7L2 con genes blanco de la vía, mediante RNA FISH y no sólo a través de una 
respuesta temprana y sino una curso-temporal y observar su actividad temprana, tardía o cíclica. 
En año 2011 se plantea un método para purificación de las transcription factories, los complejos 
proteicos asociados a las ARN Polimerasa I, II y III, realizando un análisis a través de geles 2D y 
posterior espectrometría de masa (Melnik et al., 2011). Más adelante basándose en el mismo 
protocolo, lo adaptan para la obtención del transcrito naciente asociado a transcription f actories 
y posterior análisis del tipo de ARN más enriquecido en ellas (Cuadron-Herger et al., 2015). Y 
posteriormente, en el año 2016 se publica un protocolo simultáneo para la purificación de 
transcription factories y la obtención de ARNA para un análisis de RNAseq (Melnik et al., 
2016). Teniendo en cuenta esta focalización en la transcripción mediada por la vía de 
señalización Wnt/β-catenina, el próximo paso sería realizar un análisis completo de cuáles son los 
genes que: primero, se asocian a un factor de transcripción en específico, como en este caso 
planteamos a TCF7L2; segundo, el linaje celular o proceso biológico al que se asocia la respuesta 
de una señal de activación (KG-1 o diferenciación mieloide); tercero, una vía de señalización en 
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específico, vía Wnt/β-catenina, vía TNFα, etc. De manera que al sobreactivar una respuesta en el 
organismo, y conducir el comportamiento provocado para tener ciertas ideas o patrones a seguir 
en defensa, inhibiendo estos fenómenos que alteran el normal funcionamiento de un proceso 
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